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1. 要約 1 
細胞外マトリックスの構成タンパク質をコードする Fibulin 2 (FBLN2) 遺伝子に2 
はスプライシングパターンの異なる 3 種類の mRNA がある。大腸癌では、正常部と3 
癌部との間でFBLN2のスプライシングパターンが変化することが報告されているが、4 
スプライシングバリアントが大腸癌の発生・進行に果たす役割は不明である。本研究5 
では、大腸癌組織で起こる FBLN2 のスプライシング変化を定量的に測定し、この変6 
化が大腸癌細胞の増殖と遊走に与える影響を明らかにすることを目的とした。 7 
大腸癌組織における FBLN2 遺伝子の転写量とそのスプライシングパターンを定8 
量的に調べるために、RNA-sequencing (RNA-seq) データの再解析と RT-qPCR 解析9 
を実施した。FBLN2 遺伝子の転写量を解析した結果、大腸組織の正常部と癌部とで、10 
FBLN２ mRNA の総量に変化は見られなかった。一方、FBLN2 のスプライシング11 
パターンを解析した結果、正常部ではスプライシングバリアント 1（バリアント 1）12 
とスプライシングバリアント 2（バリアント 2）が同程度に発現しているのに対して、13 
癌部ではバリアント 2 の割合が有意に増加していた。この結果は、報告されている14 
FBLN2 スプライシングパターンの変化と一致していた。これらの結果から、１）大15 
腸癌組織では正常部組織に比べて FBLN2 の転写量は変化しないが、スプライシング16 




大腸癌組織で FBLN2 を発現する細胞種を同定するために、抗 FBLN2 抗体を用い2 




った。すなわち、大腸癌組織で FBLN2 を主に発現している細胞は癌細胞ではなく、7 
線維芽細胞や血管内皮細胞であることが明らかになった。 8 
そこで、線維芽細胞により合成される FBLN2 バリアント 1 と 2 が大腸癌細胞の増9 
殖と遊走に与える影響を調べた。バリアント 1 または 2 を安定に発現する線維芽細胞10 
を作製し、FBLN2 を含む条件培地を調製して、大腸癌細胞株を培養した。組織培養11 
皿を用いた二次元培養条件では、バリアント 1 または 2 を含む条件培地はどちらも12 
HT-29 と COLO 205 の増殖を抑制した。しかし、マトリゲルを用いた三次元培養条13 
件ではこの効果は認められなかった。また、バリアント 1 は SW620 の遊走を抑制す14 
る一方、バリアント 2 は DLD-1 の遊走を促進した。以上の結果から、線維芽細胞が15 
合成する FBLN2 は、大腸癌細胞の増殖と遊走に影響を与えて、大腸癌の発生・進行16 
に寄与することが示唆された。  17 
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2. 研究背景 1 
大腸癌は、 WHO (World Health Organization; 世界保健機関 ) の IARC 2 









ードする Fibulin 2 (FBLN2) 遺伝子のスプライシングパターンが、癌部と正常部で12 
異なることが最近報告されている7-10)。FBLN2は8つのファミリー遺伝子からなる13 
Fibulins ファミリーのメンバーである 11-13) 。 FBLN2 はバリアント 1 (v1 、14 
NM_001004019)、バリアント 2 (v2、NM_001998) と、バリアント 3 (v3、15 





れるタンパク質ではカルシウム結合型epidermal growth factor (EGF)-like module2 
が1つ失われる (図1b)。EGF-like moduleは、膜タンパク質の細胞外領域や細胞外タ3 
ンパク質に存在しており、細胞間接着やタンパク質間相互作用に関与していることが4 
報告されている15, 16)。 5 


















































3. 研究目的 1 
大腸正常組織と大腸癌組織における FBLN2 のスプライシング変化を定量的に検2 
証し、FBLN2 スプライシングバリアントが大腸癌細胞の増殖と遊走に与える影響を3 
明らかにすることを目的とした。  4 
9 
 
4. 研究方法 1 
Ⅰ. 組織標本の作製とtotal RNA抽出 2 
本研究は本学医学系研究科倫理委員会よりヒトゲノム研究として承認を受けた。東3 
北大学病院総合外科で手術を行なった7例の大腸癌患者の手術検体から、癌組織と正4 
常組織をそれぞれ5 mm四方で採取した (患者1-患者7、表1)。組織は採取後すぐに液5 
体窒素に入れて凍結し、-80ºCで保存した。さらに4例の直腸癌患者と1例の胃癌患者6 
の手術検体より線維芽細胞を単離した (患者8-患者12、表1)。術後病理診断の結果か7 
ら、UICC (Union for International Cancer Control; 国際対癌連合) の定めるTNM 8 




組織からのtotal RNA抽出にはSV Total RNA Isolation System (Promega、13 
Madison、WI、USA) を用いた。Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilient Technologies、14 
Santa Clara、CA、USA) を用いて抽出したtotal RNAのRIN (RNA Integrity 15 




Ⅱ. 細胞培養とRNA およびタンパク質の抽出 1 
SW620、HT-29、COLO 205はAmerican Type Culture Collection (Manassas、2 
VA、USA) より、DLD-1、HCT-8は東北大学加齢医学研究所 (仙台、日本) より購3 
入した。線維芽細胞はoutgrowth法29, 30)により単離した(患者8-患者12、表1)。手術検4 
体から切除した新鮮な組織片を細切し、10% v/v FCS (fetal calf serum; ウシ胎仔血5 
清、Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、USA) と1% v/v ペニシリン-スト6 
レプトマイシン (Thermo Fisher Scientific) を含むDulbecco’s Modified Eagle’s 7 
Medium (DMEM、Sigma-Aldrich、St. Louis、MO、USA)で培養し、遊出してきた8 
線維芽細胞を回収した。SW620と初代線維芽細胞はDMEM (Sigma-Aldrich)、HT299 
は  McCoy’5A (Thermo Fisher Scientific) 、 COLO 205 と DLD-1 、 HCT-8 は10 
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) にて37℃、5％二酸化炭素の環境で培養した。それぞれ11 
の培地には10% v/v FCS (Thermo Fisher Scientific)、1% v/v ペニシリン-ストレプト12 
マイシン  (Thermo Fisher Scientific)、2 mM L-グルタミン  (Thermo Fisher 13 
Scientific)、1% v/v MEM-NEAA (non-essential amino acid; 非必須アミノ酸、14 
Thermo Fisher Scientific)、1% v/v ピルビン酸ナトリウム  (Thermo Fisher 15 
Scientific)、50 µM 2-メルカプトエタノール (Wako、大阪、日本) を添加した。 16 




タンパク質抽出は400 µM Na3VO4 (sodium orthovanadate; オルトバナジン酸ナ2 
トリウム、Wako)、400 µM EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid; エチレンジア3 
ミン四酢酸、DOJINDO、熊本、日本)、10 mM NaF (sodium fluoride; フッ化ナト4 
リウム、Wako)、10 mM ピロリン酸ナトリウム (Sigma-Aldrich)、300 mM NaCl 5 
(Sigma-Aldrich)、50 mM Tris-HCl (pH 7.4、Wako)、0.5% v/v Triton X-100 (Wako)、6 
1 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride; フッ化フェニルメチルスルホニル、7 
Wako)、2.5 µg/ml aprotinin (Sigma-Aldrich)、2.5 µg/ml leupeptin (Sigma-Aldrich) 8 
から成るlysis bufferを細胞に加えて懸濁し、氷上で15分間静置した後に、15,000 rpm、9 
4℃で10分間遠心して上清を回収した。タンパク質定量はPierce 660 nm Protein 10 
Assay Reagent (Thermo Fisher Scientific) を用いてマイクロプレートリーダー 11 
(iMark; Bio-Rad、Hercules、CA、USA) で行なった。 12 
 13 
Ⅲ. FBLN2を安定に発現する不死化線維芽細胞の作製と条件培地の作製 14 
患者 12 ( 表 1) より単離した初代線維芽細胞にヒト telomerase reverse 15 










ド不含DMEM培地 (Sigma-Aldrich) を用いて3日間培養し、培養上清を0.45 µmフィ7 
ルター (Sartorius、Goettingen、Germany) を用いて浮遊細胞を除去して回収した。8 
タンパク質定量はPierce 660nm Protein Assay Reagent (Thermo Fisher Scientific) 9 















Ⅴ . RT-qPCR (reverse transcription-quantitative polymerase chain 6 
reaction) 7 
組織または細胞から抽出したtotal RNAから、PrimeScript RT Reagent Kit 8 
(Takara Bio、滋賀、日本) を用いてcDNA (complementary DNA; 相補的DNA) を9 
合成した。FBLN2 バリアント1と2の違いはエクソン9の有無である  (図1a)。10 
RT-qPCRのプライマーはバリアントを特異的に認識できるように、リバースプライ11 
マーをv1はエクソン9に、v2はエクソン8とエクソン10をまたぐように設定した (図12 
1c)。反応にはFast SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific) を用い、13 
StepOnePlus Real Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) でduplicateにて14 
検出した。RT-qPCRのデータ解析には2-ΔΔCT法を用い、内在性遺伝子として15 




FBLN2v1 (forward): 5’- AGCCCAATACCTGCAAAGAC-3’ 1 
FBLN2v1 (reverse): 5’- GGATATAGCCATCGGCACAG-3’ 2 
FBLN2v2 (forward): 5’- ATTTTCCCAGGTGGCCTCTA-3’ 3 
FBLN2v2 (reverse): 5’- CACACTCGTTGATGTCTTC-3’ 4 
GUSB (forward): 5’- TGCGTAGGGACAAGAACCAC-3’ 5 
GUSB (reverse): 5’- GGGAGGGGTCCAAGGATTTG-3’ 6 
また、RT-qPCRの条件は以下の通りである。 7 
FBLN2v1、GUSB: 95ºC 20 秒 8 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (95ºC 3 秒、60ºC 30 秒) x 40 サイクル 9 
FBLN2v2         : 95ºC 20 秒 10 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 (95ºC 3 秒、64ºC 30 秒) x 40 サイクル 11 
 12 
Ⅵ. 免疫組織化学 13 
パラフィン切片をキシレンで洗浄し、さらにエタノールで洗浄後に再水和させた。14 
次にクエン酸バッファー (1.8 mM クエン酸 + 8.2 mM クエン酸三ナトリウム) に15 





た抗FBLN2抗体 (HPA001934、Sigma-Aldrich) を200 µl プレパラートに滴下して、2 
4℃で一晩反応させた。翌日にTBSTで洗浄後、VECTASTAIN Elite ABC Kit 3 
(Funakoshi、東京、日本) を使用し、ビオチン標識した二次抗体液を滴下して、室温4 
で30分間反応させた。TBSTで洗浄後、アビジン-ビオチン標識したペルオキシダーゼ5 
複合体を滴下し、室温で30分間反応させた。TBST で洗浄後、Liquid DAB + 6 
Substrate Chromogen System (3,3’-Diaminobenzidine; 3,3’-ジアミノベンジジン、7 
Dako、Santa Clara、CA、USA) を用いて発色させ、ヘマトキシリンで対比染色し8 
た。エタノールで脱水し、キシレンで透徹した後に封入を行ない、顕微鏡 (BZ-9000;  9 
KEYENCE、大阪、日本) で観察した。 10 
 11 
Ⅶ. ウエスタンブロッティング 12 
組織や細胞から抽出したタンパク質に 2 × SDS (sodium dodecyl sulfate; ドデシ13 
ル硫酸ナトリウム) sample buffer を加えて、7% (FBLN2) または 12% (β-actin) の14 
ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動を行なった。泳動終了後に 24 V で 1 時間かけ15 
てイモビロン-P トランスファーメンブレン (Millipore、Burlington、MA、USA) に16 
転写した。メンブレンを 0.5%スキムミルクで 30 分間振盪し、ブロッキングを行なっ17 
16 
 
た後、一次抗体として 8,000 倍希釈した抗 FBLN2 抗体  (HPA001934 、1 
Sigma-Aldrich) と 20,000 倍希釈した抗β-actin 抗体  (3700S、Cell Signaling 2 
Technology、Danvers、MA、USA) を用いて 4℃で一晩反応させた。翌日に、洗浄3 
後に二次抗体として FBLN2 は Anti-Rabbit IgG-HRP (W401B、Promega) 、β-actin4 
は Anti-Mouse IgG-HRP (W402B、Promega) を用いて室温で 1 時間反応させた。反5 
応後に洗浄し、SuperSignal West Pico Stable Peroxidase Solution (Thermo Fisher 6 
Scientific) または Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad) を用いて化学発光反7 
応を行ない、ChemiDoc Touch イメージングシステム (Bio-Rad) を用いてシグナル8 
検出を行なった。2 × SDS sample buffer の組成は以下の通りである。 9 
100 mM Tris-HCl (Wako、pH 6.8)、4% w/v SDS (Wako)、20% v/v Glycerol    10 
(Wako)、BPB (Bromophenol Blue; ブロモフェノールブルー、Sigma-Aldrich)、 11 
2.5% v/v 2-ME (Mercaptoethanol; メルカプトエタノール、MP Biomedicals、 12 
Santa Ana、CA、USA) 13 
 14 






れ培地を吸引し、Cell Counting Kit-8 (Dojindo) 10 µlと培地100 µlを混合し、細胞に2 
加えて2時間培養した。バックグラウンドとして細胞を播種していないウェルにも同3 
様にCell Counting Kit-8含有培地を加えた。その後、マイクロプレートリーダー 4 
(Bio-Rad) で450 nmの吸光度を測定し、検体の測定値からバックグラウンドの測定5 
値を引いて検体に対する値とした。 6 
 7 
Ⅸ. マトリゲル増殖アッセイ 8 




換は3日毎に行なった。7日目にCKX41倒立顕微鏡 (Olympus、東京、日本) で1ウェ13 
ルあたり4視野撮影し、1視野あたり5個のコロニーの面積をImageJ software (Ver. 14 





Ⅹ. 遊走アッセイ 1 
大腸癌細胞株を培地で懸濁し、1.5 × 106細胞/ウェルとなるように6ウェルプレート2 
に播種し、1日間培養した。コンフルエントになっていることを確認して、滅菌した3 
1,000 µl チップを用いて垂直にスクラッチをし、創傷部を作製した。スクラッチは14 
ウェルあたり3箇所で行なった。PBSで洗浄し、浮遊細胞や沈殿細胞を除去した。v15 
条件培地、v2条件培地または対照培地を加えた後、CKX41倒立顕微鏡 (Olympus) で6 
0日目の写真を撮影した。その後2日または3日間培養し、写真を撮影した。ImageJ 7 
software (Ver. 1.51m9、U. S. National Institutes of Health) を用いて創傷部の面積8 
を測定し、以下の式により遊走率を計算した。  9 
(0日目の創傷面積 – 2日目または3日目の創傷面積) / 0日目の創傷面積 x 100 10 
 11 
Ⅺ. 統計学的解析 12 
実験は複数回施行し、結果は全て平均値と標準偏差をグラフで示した。RNA-seq13 
と RT-qPCR の解析には Wilcoxon signed rank test を用いた。増殖アッセイには two 14 
way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test、遊走アッセイとマトリゲル増殖ア15 
ッセイには Tukey-Kramer test を用いた。統計学的検定には JMP (ver.14、SAS、16 
Cary、NC、USA) を用いた。いずれの検定結果についても、p < 0.05 を統計学的に17 
19 
 
有意であるとした。  1 
20 
 











ト (GSE50760)32)を用いて、FBLN2 mRNAの総量とそのスプライシングパターンを12 
定量的に調べた。その結果、FBLN2 mRNAの総量は、正常部と癌部とで変化を認め13 
なかった (図2b)。一方、スプライシングパターンに関しては、v1の発現量は正常部14 




























以前の報告で、ヒトの胎児線維芽細胞と皮膚由来の線維芽細胞で FBLN2 が発現し6 
ていることが示されている 33)。大腸において FBLN2 は、大腸上皮や間質の線維芽細7 
胞などいずれの細胞が発現しているのかを調べるために、大腸癌細胞株と、直腸癌患8 
者 (患者 8-11、表 1) の手術検体より単離した初代線維芽細胞から RNA とタンパク9 
質を調製し、FBLN2 の発現を RT-qPCR とウエスタンブロッティングで確認した。10 
大腸癌細胞株は SW620、HT-29、COLO 205、HCT-15 を用いた。RT-qPCR、ウエ11 
スタンブロッティングいずれにおいても大腸癌細胞株では FBLN2 の発現を認めず、12 
初代線維芽細胞では発現を認めた (図 4g、4h)。以上の結果より FBLN2 は大腸組織13 
においては主に間質の線維芽細胞で発現していることが判明した。 14 
 15 










殖アッセイを行なった (図5b)。HT-29、COLO 205、SW620を条件培地または対照8 











ックスタンパク質と結合して働くことが知られている。マトリゲル (Corning) は2 
laminin や collagen といった細胞外マトリックスタンパク質を豊富に含む3 
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) マウス肉腫から抽出された可溶性製剤であり、室4 
温でゲル化する。このマトリゲルにFBLN2v1 またはv2 タンパク質を添加し増殖能5 


















意な差は認めなかった (図7f、7g)。HT-29では全ての群間で有意な差は認めなかった 5 
(図7h)。これらの結果よりv2はv1と比較して大腸癌細胞株の遊走を促進することが示6 
され、細胞株により効果の差はあるが、v1は遊走能を抑制的に、v2は遊走能を促進的7 
に作用することが示唆された.  8 
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6. 考察 1 
Ⅰ.大腸癌における FBLN2 の選択的スプライシング 2 
以前から正常大腸組織と大腸癌組織ではFBLN2の選択的スプライシングパターン3 
が大きく変化することが報告されている 7-10)。それらの報告では、全 FBLN2 mRNA4 
量に占める v1 と v2 の mRNA 量の割合を計算し、v2 は正常部ではその割合が低く、5 




癌部と比較すると、正常部では v1 の mRNA 発現量は増加しているものの、v1 と v210 
を合計した FBLN2 の全発現量に変化は認めなかった。この結果は、大腸癌組織にお11 
いて FBLN2 転写活性は変化せず、v1 から v2 への選択的スプライシングの変化が起12 
きていると考えられた (図 8a)。v2 の発現量は正常部と癌部で有意な差は認めなかっ13 
た。これは FBLN2 mRNA 量が、サンプル間で大きくばらついたことが原因である14 
と考えられる。大腸組織では FBLN2 は、上皮細胞ではなく間質の線維芽細胞で発現15 
している事が免疫組織化学や細胞株を用いた実験から明らかとなった。そのため16 
FBLN2 mRNA 量のサンプル間のばらつきは検体中に含まれる間質の線維芽細胞の17 
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量を反映していると考えられる。線維芽細胞の FBLN2 発現量を比較するためにはレ1 
ーザーキャプチャーマイクロダイセクションによって間質部分のみをサンプリング2 
して RT-qPCR を行なうことが必要であり、組織検体全体を用いるよりも線維芽細胞3 
におけるFBLN2の発現量とスプライシングの変化をより感度高く検出する事が可能4 
となる 36)。今後、レーザーキャプチャーマイクロダイセクションを用いて、間質選択5 
的な RT-qPCR を行い、より正確な FBLN2 のスプライシング変化を検証したい。 6 
大腸癌においてFBLN2の選択的スプライシングがどのように制御されているのか7 
はまだ不明である。Danan-Gotthold らは FBLN2 のスプライシングパターンと8 
FBLN2 の全発現量との関係を検討している 9)。大腸癌を含め、いくつかの癌種では9 
スプライシングバリアントの割合は FBLN2 の全発現量と有意な関係があったが、有10 
意な関連を認めない癌種も存在した。本研究でも Kim らの RNA-seq のデータセット11 
で検討したところ、有意な関連を認めたが、一方、今回の臨床検体を用いて行なった12 
RT-qPCR では有意な関連を認めなかった。 13 
選択的スプライシングは RNA 結合スプライシング因子によって制御されている。14 
Danan-Gotthold らの報告で、RBFOX2 を含めたスプライシング因子の発現量は正15 




UGCAUG という、種間でよく保存されている RNA 配列と結合し、成熟 mRNA へ1 
の標的エクソンの取り込みを促進する 37)。FBLN2 の pre-mRNA は v2 でスプライシ2 
ングにより除去されるエクソン 9の下流のイントロン 9にUGCAUG配列を持ってい3 
るので、大腸癌では RBFOX2 の発現が減少すると、FBLN2 のエクソン 9 の取り込4 
みを抑制する可能性が考えられた (図 8b)。実際にマウスの動脈の内皮細胞特異的に5 
Rbfox2 をノックアウトすると、Fbln2 のエクソン 9 のスプライシング取り込みが抑6 
制されることが報告されており、上記仮説を支持する結果である 38)。しかし、Kim7 
らの RNA-seq のデータセットで検討したところ、このデータセットでは RBFOX28 
の発現と FBLN2 のバリアントの発現割合に有意な関連は認められなかった。9 




Ⅱ.大腸癌における FBLN2 スプライシングバリアントの機能的役割 14 
FBLN2 は細胞外マトリックスを構成するタンパク質であり、 laminin や15 
fibronectin を含む様々な細胞外マトリックスタンパク質と結合する 11, 18)。FBLN2v216 
はエクソン 9 がスプライスアウトされるため、FBLN2v1 に比べてカルシウム結合型17 
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EGF-like module が１つ少ない。この EGF-like module は様々な細胞外マトリック1 
スタンパク質に存在し、細胞外マトリックスタンパク質間の相互作用に関与している2 
16)。FBLN2v2 で EGF-like module が 1 つ減ることで、FBLN2v1 と比較して細胞外3 
マトリックスタンパク質との相互作用が変化し、FBLN2 結合タンパク質が異なって4 
くる可能性が考えられた。 5 
今回の研究で、HT-29 と COLO 205 においては、FBLN2 は、v1 と v2 いずれも二6 
次元培養条件下では細胞増殖を抑制することが判明した。その機序は不明であるが、7 
一つの可能性として細胞外 FBLN2 タンパク質は、fibronectin と結合する事が知られ8 
ているので、fibronectin が誘導する integrin シグナルを FBLN2 が抑制することで9 
癌細胞の増殖を抑制していることが考えられる。Integrin は細胞表面の膜貫通タンパ10 
ク質で、fibronectin などの細胞外マトリックスタンパク質のレセプターとして働く。11 
Fibronectin は癌細胞の細胞膜にある integrin と結合し、PI3K-Akt 経路や MAPK 経12 
路を介して細胞周期を G1 期から S 期へと進める 39-41)。細胞外 FBLN2 は fibronectin13 
と結合して、fibronectin と integrin の結合を阻害することでこれらの経路を抑制す14 
る可能性が考えられる(図 9a)。 15 
また、細胞株依存的に増殖能の抑制を認めたが、この結果は細胞株の遺伝子変異が16 
影響している可能性が考えられた。HT-29 と COLO 205 では FBLN2 を含む培養上17 
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清による増殖抑制効果を認め、SW620 ではその効果を認めなかった。HT-29 と COLO 1 
205 は BRAF 遺伝子に変異をもつが、SW620 は変異をもたない。BRAF 遺伝子変異2 
は MAPK 経路を活性化し、細胞増殖を促進する。Integrin にリガンドが結合すると3 
非受容体型チロシンキナーゼ Focal adhesion kinase (FAK) がリン酸化し、MAPK4 
経路の活性化が起きる 42)。この FAK のリン酸化を阻害すると KRAS 遺伝子変異を持5 
つ肺癌細胞株の増殖が抑制される 43)。同じように BRAF 遺伝子変異を持つ HT-29 と6 
COLO 205 でも、FBLN2 によって integrin シグナルが阻害され、FAK のリン酸化7 
が抑制されることで細胞増殖が抑制されている可能性が考えられる。 8 
遊走アッセイでは SW620 においては v1 による遊走能の抑制を、DLD-1 において9 
は v2 による遊走能の促進を認めた。Integrin シグナルは、Rho-ROCK 経路を介して10 
遊走能にも影響する (図 9b)39, 41, 44, 45)。以前の報告で、細胞外マトリックスの硬さが11 
Rho-ROCK 経路を介して細胞の遊走に影響することが知られている 46)。FBLN2v212 
は癌微小環境における細胞外マトリックスの硬さを制御することで癌細胞の遊走に13 
最適な環境を作り出している可能性が考えられる (図 9b)。また、v1 と v2 で細胞外14 
プロテアーゼ MMP に対する感受性が異なっている可能性も考えられる (図 9c)。15 
MMP は細胞外マトリックスをリモデリングすることで癌細胞の遊走を促進している16 
47)。またいくつかの細胞外プロテアーゼは FBLN2 を分解することが報告されている17 
31 
 
48)。MMP に対する感受性が v1 と v2 で異なることで、v2 はより癌細胞の遊走に有1 
利なようにリモデリングされている可能性が考えられる。 2 
マトリゲル増殖アッセイでは二次元培養条件下で見られた細胞株依存的な FBLN23 
の増殖抑制効果を認めなかった。これは、より生体に近い環境下では FBLN2 は細胞4 
増殖には影響を与えていないことが示唆される。このような差が生じる原因として、5 
マトリゲル内には二次元培養条件下に比べ、細胞周囲に fibronectin を含む細胞外マ6 
トリックスが大量に存在し、FBLN2 の fibronectin と integrin の結合阻害効果の影7 
響が相対的に弱くなる可能性が考えられた。in vivo での実験を行うことで、FBLN28 
が大腸癌の増殖能に与える影響をより正しく評価できると考えられる。 9 
今回の研究で、正常大腸組織と大腸癌組織では間質の線維芽細胞で FBLN2 が発現10 
しており、癌部では v2 の発現の割合が高いことが示された。v1 と v2 を合計した11 
FBLN2 の全発現量は正常部と癌部とで変化がないことから、大腸癌の発生・進行の12 
過程でFBLN2の v1から v2へのスプライシング変化が起こっていることが考えられ13 
た。生体環境下では FBLN2 は増殖能には影響を与えないが、遊走能に関しては、v114 
は遊走能を抑制し、v2 は遊走能を促進することが示唆された。大腸癌では線維芽細15 
胞で FBLN2 のスプライシング変化が誘導され、遊走能抑制的に働く v1 の発現を減16 




解を深めることが期待される。また、癌周囲の線維芽細胞での FBLN2 のスプライシ2 
ング変化を阻害することで、癌の遊走を抑制できる可能性が考えられ、新たな治療タ3 
ーゲットとなる可能性が期待される。さらに、v2 の発現比率を Stage II 大腸癌の術4 
後補助化学療法の適応決定の際のバイオマーカーとして使用できる可能性も期待さ5 
れる。  6 
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7. 結論 1 
本研究では、大腸癌組織で FBLN2 のスプライシング変化が生じて、v1 の発現割2 
合が減少し、v2 の発現割合が増加することを示した。FBLN2 のスプライシング変化3 
を RT-qPCR で定量的に検証した報告はこれまでになく、この点は本研究の新規性の4 
ひとつである。また、大腸組織において FBLN2 は主に間質の線維芽細胞で発現して5 
いることを明らかにした。さらに v1 が大腸癌の遊走に抑制的に、v2 が促進的に働く6 
ことを示した。FBLN2 の 2 つのスプライシングバリアントの機能を比較解析した報7 
告はこれまでになく、本研究は FBLN2 が細胞遊走においてバリアント特異的な機能8 
をもつ可能性を示した初めての報告である。  9 
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10.	 図説 1 
図1. FBLN2遺伝子のスプライシングバリアント 2 




はforward primerの位置を、右側の矢印はreverse primerの位置を示す。 7 
 8 
図2. RNA-seqによる大腸組織のFBLN2スプライシングパターンの解析 9 
(a) RNA-seqのデータセット (DRA004011) を用いてFBLN2 mRNA発現量を解析10 
した。検体は大腸癌患者 (患者1-患者3、表1) の正常部 (N) と癌部 (T) である。白11 
色はv1を、黒色はv2を示す。(b-f) RNA-seqのデータセット (GSE50760) を用いて12 
FBLN2 mRNAの発現量を解析した。検体は18人の大腸癌患者の正常部 (NC) と癌部 13 
(PC) である。ドットは各サンプルでの値を示す。(b) はv1とv2を合計した全FBLN2 14 
mRNA量のFPKM値を、(c) と (d) は各バリアントの発現量のFPKM値を、 (e) と 15 
(f) は全FBLN2 mRNA量に対する各バリアントの発現の割合を示す。***P < 0.001 16 




図3. RT-qPCRによる大腸組織のFBLN2スプライシングパターンの解析 2 
 (a-e) 7人の大腸癌患者 (患者1-患者7、表1)の正常部 (N) と癌部 (T) のFBLN2の3 
発現量を示す。ドットは各サンプルでの値を示す。(a) はGUSB mRNA量に対する相4 
対値として算出したFBLN2 mRNA量の総量を、(b) と (c) はglucuronidase beta 5 
(GUSB) mRNA量に対する相対値として算出した各バリアントの発現量を、 (d) と 6 
(e) は全FBLN2 mRNA量に対する各バリアントの発現の割合を示す。***P < 0.001、7 
*P < 0.05 (Wilcoxon signed rank test) を表す。n.s.は有意差なし (not significant) 8 
の略である。  9 
 10 
図4. 大腸組織ではFBLN2は間質の線維芽細胞で発現している 11 
(a-f) 患者1 (a-c) と患者2 (d-f) の組織標本切片におけるFBLN2の免疫組織化学像12 
を示す。(b)、(c)、(e) および (f) に高倍率像を示した。スケールバーは (a) および (d) 13 
では300 µm、(b)、(c)、(e) および (f) では50 µmである。(g) 大腸癌細胞株と初代線14 
維芽細胞株におけるFBLN2のRT-qPCRの解析結果を示す。初代線維芽細胞8、9、10、15 






図5. FBLN2はHT-29とCOLO 205の細胞増殖を抑制する 4 
(a) FBLN2v1-FLAG (v1) またはFBLN2v2-FLAG (v2) を安定発現する不死化線5 
維芽細胞の培養上清の抗 FBLN2 抗体を用いたウエスタンブロッティング。陰性対6 




日間培養し、Cell Counting Kit-8を用いて大腸癌細胞株の増殖を測定した。(c-e) 11 
HT-29 (c)、COLO 205 (d)、SW620 (e) での増殖アッセイの結果を示す。結果は平均 12 
± 標準偏差 (n = 3) で示した。***P < 0.001、**P < 0.01、 *P < 0.05 (two way 13 
ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test) を表す。n.s.は有意差なし  (not 14 
significant) の略である。 15 
 16 






を撮影し、コロニーの面積を測定した。(b-d) HT-29 (b)、COLO 205 (c)、SW620 (d) 4 
におけるマトリゲル増殖アッセイの結果を示す。結果は平均 ± 標準偏差 (n = 3、5 
COLO 205のみn = 2) で示した。いずれの細胞株においても対照培地と条件培地の間6 
で有意差は認めなかった (Tukey-Kramer test)。n.s.は有意差なし (not significant) 7 
の略である。 8 
 9 




細胞の遊走率を計算した。(b-e) SW620 (b、c) とDLD-1 (d、e) の遊走アッセイの結14 
果を示す。対照培地、v1条件培地またはv2条件培地を用いて3日間培養した。(f-h) 15 
COLO 205 (f)、HCT-8 (g) およびHT-29 (h) における遊走アッセイの結果を示す。結16 
43 
 
果は平均 ± 標準偏差 (n ≧ 3) で示した。***P < 0.001、**P < 0.01、 *P < 0.05 1 
(Tukey-Kramer test) を表す。n.s.は有意差なし (not significant) の略である。 2 
 3 
 4 
図8. 大腸癌におけるFBLN2選択的スプライシングの制御 5 
(a) 大腸正常組織と大腸癌組織におけるFBLN2のスプライシングパターンの変化6 




列のすぐ上流のエクソンの取り込みが起こる。  11 
 12 
































































































































































































































   
   




















   
   























   
   











































































































   
   
   

































































































































































































































































































































































   12. 表 1.  臨床検体の情報  
†TNM分類 (第 7版) に基づいて、検体の T (原発腫瘍の深達度)、N (リンパ節転移の有無とその個数)、M (遠隔転移の有無) を示す。
‡RIN; 抽出した total RNAの RNA integrity number (RIN) 値を示す。§NT; not tested. 
番号 年齢 (歳) 性別 腫瘍部位 T† N M Stage 合併症 術前治療 
RIN‡ 
正常部 癌部 
1 69 男性 上行結腸 T3 N1b M0 IIIB 糖尿病 なし 8.2 7.9 
2 61 男性 上行結腸 T3 N0 M0 IIA なし なし 9.0 9.0 
3 56 女性 S状結腸 T2 N0 M0 I なし なし 7.5 6.9 
4 71 女性 上行結腸 T3 N0 M1a IVA 関節リウマチ なし 5.7 6.6 
5 61 女性 直腸 T3 N1b M0 IIIB 潰瘍性大腸炎 なし 6.4 7.1 
6 73 男性 上行結腸 T3 N0 M0 IIA 胃癌 なし 5.9 4.9 
7 55 女性 直腸 T2 N1a M0 IIIA 乳癌 なし 6.7 5.7 
8 73 男性 直腸 T3 N1b M1a IVA なし なし NT§ NT 
9 68 男性 直腸 T3 N1b M1a IVA なし   なし NT NT 
10 58 女性 直腸 T3 N2b M0 IIIC なし なし NT NT 
11 61 男性 直腸 T4a N2a M1a IVA なし なし NT NT 
12 58 男性 胃 T4a N3b M1 IV 胸腺腫 なし NT NT 
